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Zusammenfassung

Es wurden die Abhéngigkeiten untersucht, welche die durch fuchsinschweflige Siéure
mit Methanol nach dessen Oxydation zu Formaldehyd in Gegenwart von Athanol erhalte-
nen Farbungen beeinflussen. Weiters wurden die Bedingungen sowohl der maximalen
Empfindlichkeit dieser Reaktion, als auch die Moglichkeit ihrer Anwendung zur quanti-
tativen Bestimmung untersucht.
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LITERATURA

1. Hepter J., Z. Untersuch. Nahrgs.-u. Genussm. 24, 131 (1912). 2. Meyerfeld J.,
Chem. Ztg. 37, 649 (1912). 3. Nicloux M., Bull. Soc. chim. Paris, 3. ser. T 35, 330 (1906).
4. Voltz W., Forster R., Baudrexel A., Arch. ges. Phys. 133 (1910). 5. Wieland
H., Scheuing G., Ber. 54, 2527 (1921). 6. Hoffpauir C., Buckaloo G. W., Gauthrie
J. D., Ind. Eng. Chem., Anal. Ed. 15, 605 (1943). 7. Segal L., Anal. Chem. 23, 1499
(1951). 8. Walker J. F., Formaldehyde, New York 1944. 9. Biichi J., Pharm. Acta
Helv. 6,1 (1931).10. Tobie W.C., Ind. Eng. Chem., Anal. Ed. 14, 405 (1942). 11. Atkin-
son W. B,, Stain Technol. 27, 153 (1952). 12. Fellenberg T., Biochem. Z. 85, 45 (1918).
13. Reif G., Z. Untersuch. Lebensmitt. §1, 267 (1926). 14. Denigés G., C. r. Acad.
sci. 150, 832 (1910). 15. Fendler G., Mannich C., Arb. pharmaz. Inst. Berl. 3, 243
(1906).

Doslo do redakeie 23. IX. 1954

KOLORIMETRICKE STANOVENIE TRYPAFLAVINU
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Pri purifikacii chripkového virusa jeho vyzrazanim vodnymi roztokmi trypa-
flavinu z infikovanej alantoickej tekutiny [1] bolo treba ndjst rychlu a presnt
metddu na stanovenie trypaflavinu v tekutine nad zrazeninou po odstredeni
vyzrazaného komplexu virusu chripky s trypaflavinom.

V literature je opisanych viac metéd na kvantitativne stanovenie trypafla-
vinu. VadéSina z nich sa zakladd na vyzrazani trypaflavinu dvojchrémanom
draselnym [2, 3], ferikyanidom draselnym [4, 5] alebo kyselinou pikrovou
[6] a na spdtnej titracii nespotrebovaného ¢inidla. Ellis [7] stanovuje trypa-
flavin gravimetricky zrazanim kyselinou pikrovou. VSetky tieto metdédy st
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v8ak malo citlivé a pomerne malo presné, pretoze trypaflavin sa tymito latkami
nezraza kvantitativne. Polarimetrickd a polarograficki metédu, ktora opisali
Blazek, Kalvoda a Zyka [8], sme nepouzili pre pritomnost rozliénych
aminokyselin a bielkovin v nasich vzorkach. Ked%e v danom pripade $lo o sta-
novenie malych mnozstiev trypaflavinu a kedZe moznost rusivého téinku inych
latok bola minimalna, rozhodli sme sa pouzit kolorimetrickt metédu.

Princip metody

Molekulu trypaflavinu (3,6-diamino-10-metylakridinchlorid, in4¢ nazyvany aj euflavin
alebo akriflavin) sme po zdiazotovani skopulovali s N-(1-naftyl)-etyléndiaminom. Fa-
rebnu reakeiu sme vyvoldvali v troch stuprioch. Najprv sme obidve aminoskupiny zdia-
zotovali dusitanom sodnym, potom sme nadbytok dusitanu odstranili sulfamétom amén-
nym, nac¢o nasledovala kopuldcia. VSetky tri reakcie sme robili pri izbovej teplote v pro-
stredi kyseliny solnej. Reakéné schéma je tato:
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Pristroje a pomécky

Pracovali sme s fotoelektrickym spektrofotometrom Coleman. Meralo sa vo valcovi-
tych kyvetach o priemere 25 mm. Na odmeriavanie roztokov sme pouZivali preciacho-
vané byrety, pipety a odmerné banky. Roztoky sme temperovali na prislusnu teplotu
pomocou ultratermostatu.

Experimentalna ¢ast

Pouzivané roztoky

Na pripravu roztokov sme ako rozpustadlo pouZivali destilovand vodu. VSetky roz-
toky, okrem roztoku 6, st nestéle, a preto sme ich prechovavali v tmavych zdbrusovych
fTaskéach a v Tadniéke pri +5 °C. PouZivali sme tieto roztoky:

1. 0,1000 g trypaflavinu v 500 ml roztoku. Koncentracia trypaflavinu 200 9/ml.

2. 25 ml roztoku 1 zriedenych destilovanou vodou na 250 ml. Koncentrécia trypaflavinu
20 p/ml. Pre ka#du sériu stanoveni, ktor4 trvala dlhsie ako 48 hodin, sme pripravili nové
Standardné roztoky 1 a 2.
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3. 0,5000 g dusitanu sodného p. a.v 100 ml roztoku. Roztok treba obnovovat po kaz-
dom tyZdni.

4. 2,5000 g sulfamétu aménneho v 50 ml roztoku. Roztok treba obnovovat po kaZdom
tyZdni.

5. 1,0000 g N-(naftyl)-etyléndiamindihydrochloridu v 50 ml roztoku. Tento roztok je
obzvlast nestély, preto sa odporada pripravovat ho vidy &erstvy prikaZdejsériistanoveni.

6. 37 9% kyselina solné p. a. zriedené destilovanou vodou v pomere 1 : 1.

Vyvolanie sfarbenia

Do 50 ml odmernej banky sa pridéd tolko ml analyzovaného roztoku, aby po doplneni
po znadku koncentréacia trypaflavinu bola 1—4 y/ml. Potom sa pridé 25 ml destilovanej
vody a 2 ml roztoku kyseliny solnej (roztok 6). Hned nato pridéme 1 ml roztoku dusitanu
(roztok 3). Obsah odmernej banky sa premieSa a nechd stdt 10 mimit. Po 10 minatach
sa do odmernej banky pridé 1 ml roztoku sulfamétu (roztok 4), obsah odmernej banky sa
premieSa a neché stat 10 minut. Nakoniec sa pridaju 2 ml roztoku naftyletyléndiaminu
(roztok 5), objem sa doplni destilovanou vodou nieéo pod znafku odmernej banky a pre-
mieSa sa. Roztok vytemperujeme vo vodnom kupeli na teplotu uddvanu na odmernej
banke a doplnime destilovanou vodou po znac¢ku. Fotometrujeme ho za 15 minit po
pridani roztoku naftyletyléndiaminu. Sudasne urobime slepy pokus, na ktory nastavime
nulovii hodnotu pristroja.

Zistenie polohy maxima absorpéného pdsa

Podobnym spésobom sme vyvolali sfarbenie roztoku, v ktorom koneéna koncentracia
trypaflavinu bola 4 y/ml. Roztok sme 15 minuat po pridani roztoku naftyletyléndiaminu
fotometrovali pri vlnovych dizkach od 400 a% po 700 mu. Vinovia dizku sme menili po
10 my a po kaZdy raz sme zaznamenali prislu§nu extinkciu. Absorpéné krivka farbiva je
znézornené na obr. 1.
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Obr. 1. Absorpénd krivka fotometrovaného Obr. 2. Kalibraéné krivka pre kvan-
farbiva vo viditelnej oblasti. titativne stanovenie trypaflavinu.
Hribka roztoku 25 mm, koncentracia trypa- Hrabka roztoku 25 mm, vinova dlzka
flavinu 4 y/ml. 550 mu.

Z obréazka vidiet, Ze maximum absorpcie leZi pri 550 mgu.
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Stdlost sfarbenia a kalibraénd krivka

Stélost sfarbenia sa sledovala pomocou zévislosti extinkcie roztokov o réznej koncen-
trécii pri 550 my od Sasu. Vysledky st uvedené v tab. 1. Cas sa poéita od pridania roztoku
naftyletyléndiaminu. Z tabulky vidiet, Ze stdlost fotometrovaného farbiva v danom pro-
stredi je dostacujica pre presné merania.

Tabulka 1l

g 2 - extinkcia po extinkcia po I
¢. kone. v y/ml 15 min. 90 min. 1050 min.

1 0,4 0,077 0,072 0,068

2 0,8 0,155 0,150 0,141

3 1,6 ' 0,295 0,293 0,275

4 2,8 0,505 0,505 0,480

5 4,0 0,710 0,710 0,665

Z tdajov uvedenych v druhom a tretom stipci tab. 1 je zhotoven4 kalibrasné krivka,
znézornené na obr. 2.

Krivka sa nepatrne odklana od priamky uréovanej Beerovym zédkonom. Odporaca sa
pri kazdej sérii stanoveni zhotovit nova kalibra¢na krivku alebo aspori prekontrolovat,
jej dva body.

Analyza vzoriek tekutiny nad zrazeninou

Virus chripky po vyzraZani sa od tekutiny nad zrazeninou oddelil odstredovanim pri
3000 obrétkach za minttu po dobu 15 mintt. Do 50 ml odmernej banky sa pipetoval oby-
¢ajne 1 ml tekutiny nad zrazeninou, pretoZe obsahoval 150—200 y trypaflavinu v jednom
ml. Slepy pokus sa pripravoval zrazenim virusu 96 obj. 9%, etylalkoholom a po vyvolani
sfarbenia vykazoval velmi slabu ruZovua farbu.

Presnost, citlivost a hodnotenie metédy

V oblasti koncentrécii, v ktorej sme pracovali, st odéitania na fotometri v najnepriaz-
nivejSom pripade reprodukovateIné na 2 %, . To znamen4, Ze aj koncentraciu trypaflavinu
by sme za priaznivych podmienok mohli stanovit s takouto presnostou. Chyba stanovenia
z4visi, pravda, aj od presnosti odmeriavania objemov. Paralelné stanovenia, ktoré sme
robili, neli$ili sa od seba viac ako o 3 %, . Samozrejme pri nizSich koncentréacidch je chyba
stanovenia vidSia. Dolnd hranica dokézatelnosti trypaflavinu touto metédou sa pohy-
buje okolo 0,2 y/ml, takZe metéda by sa dala pouZit na dékaz stép trypaflavinu v biolo-
gickom materidli. Musime si v8ak uvedomit, Ze takmer vietky latky, v ktorych je amino-
skupina priamo viazané na aromatické jadro, davaju farebnu reakciu s pouZitymi &ini-
dlami, 8o by vlastné stanovenie ru$ilo. Preto moZno metédu pouZit len tam, kde sa takéto
zlideniny nevyskytuj alebo kde mo#no ich vplyv vhodnymi metédami vyludit.

Dakujem J. Drdbkovi z Viskumného dstavu agrochemickej technoldgie v Bratislave
2a pripravu sulfamdtu aménneho a N-(naftyl)-etyléndiaminu. Dalej dakujem L. B orecké-
mu z ndsho dstavu za uéinnil spoluprdcu.

Sihrn

Vypracovala sa kolorimetrickd metéda na kvantitativne stanovenie trypa-
flavinu vo vodnych roztokoch, ktora sa pouzila na jeho stanovenie v tekutinéch
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po vyzrazani chripkového virusu. Prediskutovala sa presnost a citlivost metody
a poukdzalo sa na moznost jej vyuZitia pre kvantitativne stanovenie stopovych
mnozstiev trypaflavinu v biologickom materiali.

KOJIOPMUMETPUYECKOE OIIPEJEJEHVME TPUIIADIABMHA

DOPAETUIIEK COKOJI
Buporonuuecknii mHetutyt Yexocaosauroin Axamemmu Hayk B Bpatuciage

BrIBO I bI

Bbir pa3paboTaH KOJOPUMMETPUYECKUII METOX IJIA KOJMYECTEEHHOIO CIIpefeNeHMA
TpunacdIaBuHa B BOAHBLIX PAaCTBOPaX, KOTOPLI ObI MCIOJBL30BaH [Js €ro ompene-
JIeHMA B IKUJAKOCTM II0 GCAJKEeHMM BUPYCOB rpummna. IIpoamckyTupoBaHa TOYHOCTH
¥ YYBCTBMUTEIBHOCTH METOAa M OOpalleHO BHJMaHME Ha BO3MOIKHOCTB €r0 MCIIOJIbL30-
BaHMS IJIA KOJMYECTBEHHOTO ONpeAesieHMA CJeIOB TpumadiaBuHA B OMOJOIMYECKOM
JMareprane,

IToctynuno B pemakumio 16. XI. 1954

KOLORIMETRISCHE BESTIMMUNG VON TRYPAFLAVIN

FRANTISEK SOKOL

Virologisches Institut der Tschechoslowakischen Akadsmie der Wissenschaften in
Bratislava

Zusammenfassung

Es wurde eine kolorimetrische Methode zur quantitativen Bestimmung von Trypaflavin
in wissrigen Losungen ausgearbeitet. Diese Methode wurde zur Bestimmung von Trypa-
flavin in Flissigkeiten nach Ausfallung des Grippe-Virus resp. in Supernatanten bei der
Purifikation des Grippe-Virus verwendet. Es wurde die Genauigkeit und Empfindlichkeit
dieser Methode, d. i. die untere Grenze der Bestimmbarkeit von Trypaflavin mittels
dieser Methode erortert. Schliesslich wurde auf die Moglichkeit der Anwendung dieser
Methode zur quantitativen Bestimmung von Spurenmengen von Trypaflavin im biolo-
gischen Material hingewiesen.

In die Redaktion eingelangt den 16. XI. 1954
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